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(54) Bezeichnung: VERWENDUNG EINER DOPPELSTRANGIGEN RIBONU KLEINS AURE ZUR GEZIELTEN HEMMUNG 
DER EXPRESSION FINES VORGEGEBENEN ZTELGENS 

(57) Abstract: The invention relates to the use of a double-stranded ribonucleic acid (dsRNA) for specifically inhibiting the expres- 
sion in a cell of a given target gene that has a point mutation as compared to an original gene. A strand SI of said dsRNA has a 
region that is complementary to the target gene in which at least one nucleotide is not complementary to the target gene and at least 
one nucleotide more is not complementary to the original gene than is not complementary to the target gene. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung bctrifft cine Verwcndung cincr doppclstrangigcn Ribonuklcinsaure (dsRNA) zur gczicltcn 
Hemmung der Expression eines vorgegebenen, gegeniiber einem Ursprungsgen punktmutierten Zielgens in einerZelle, wobei ein 
Strang SI der dsRNA einem zum Zielgcn komplcmcntarcn Bcrcich aufweist, in wclchem mindestens cin Nuklcotid nicht komplc- 
mentar zum Zielgen und mindestens ein Nukleotid mehr als zum Zielgen nicht komplementar zum Ursprungsgen ist. 
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Verwendung einer doppelstrangigen Ribonukleinsaure zur ge- 
zielten Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens . 

Die Erfindung betrifft die Verwendung einer doppelstrangigen 
5 Ribonukleinsaure (dsRNA) zur gezielten Hemmung der Expression 
eines vorgegebenen, gegenuber einem Ursprungsgen punktmutier- 
ten Zielgens in einer Zelle. Sie betrifft weiterhin die Ver- 
wendung einer solchen Ribonukleinsaure zur Herstellung eines 
Medikaments, ein Medikament und ein Verfahren zur gezielten 
10 Hemmung der Expression des genannten Zielgens in einer Zelle. 

Aus der DE 101 00 586 CI ist ein Verfahren zur Hemmung der 
Expression eines Zielgens in einer Zelle bekannt, bei dem ein 
Oligoribonukleotid mit doppelstrangiger Struktur in die Zelle 
15 eingefuhrt wird. Ein Strang der doppelstrangigen Struktur ist 
dabei komplementar zum Zielgen. 

Aus Elbashir, S. M. et al., Nature 411 (2001), Seiten 494 - 
498 ist es bekannt, dass eine kurze dsRNA, in welcher drei 
20 Nukleotide nicht komplementar zum Zielgen sind, die Expressi- 
on eines Zielgens kaum noch hemmt. Eine vollstSndig komple- 
mentare dsRNA bewirkt dagegen eine effektive Hemmung der Ex- 
pression des Zielgens. 

25 Aus Holen, T. et al . , Nucleic Acids Research 30 (2002), Sei- 
ten 1757 - 1766, ist es bekannt, dass eine Hemmung der Ex- 
pression eines Gens durch kurze dsRNA im Wege der RNA- 
Interferenz auch mit dsRNAs moglich ist, deren einer Strang 
ein oder zwei zum Zielgen nicht komplementare Nukleotide auf- 

30 weist. 

Viele Krankheiten und Entartungen von Zellen beruhen darauf , 
dass ein fur Zellen wichtiges Gen, haufig ein Proto-Onkogen, 
durch eine oder wenige Punktmutationen verandert ist. Das 
35 Problem bei der Behandlung einer solchen Krankheit oder sol- 



BESTATIGUNGSKOPIE 



WO 03/035869 



PCT/EP02/11969 



2 

cher Zellen mit den bisher bekannten Methoden besteht darin, 
dass die Inhibition der Expression des mutierten Gens hSufig 
ebenfalls zu einer Inhibition des nicht mutierten Gens fuhrt. 
Dies hat oft gravierende Nebenwirkungen zur Folge. 

Aufgabe der vorliegende Erfindung ist es, die Nachteile nach 
dem Stand der Technik zu vermeiden. Insbesondere soli eine 
Verwendung einer dsRNA zur gezielten Hemmung der Expression 
eines gegeniiber einem Ursprungsgen punktmutierten Zielgens in 
einer Zelle bereitgestellt werden, bei der die Expression des 
Ursprungsgens weitgehend unbeeinf lusst bleibt. Weiterhin soli 
ein Medikament und ein Verfahren zur gezielten Hemmung der 
Expression eines vorgegebenen Zielgens sowie eine Verwendung 
zur Herstellung des Medikaments bereitgestellt werden. Diese 
Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1, 2, 18 und 33 
gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich aus den 
Merkmalen der Anspruche 3 bis 17, 19 bis 32 und 34 bis 44. 

Erf indungsgemafc ist eine Verwendung einer doppelstrangigen 
Ribonukleinsaure (dsRNA) zur gezielten Henimung der Expression 
eines vorgegebenen, gegeniiber einen Ursprungsgen punktmutier- 
ten Zielgens in einer Zelle vorgesehen, wobei ein Strang SI 
der dsRNA einen zum Zielgen komplementaren Bereich aufweist, 
in welchem mindestens ein Nukleotid nicht komplementar zum 
Zielgen ist und die Anzahl der Nukleotide, welche nicht kom- 
plementar zum Ursprungsgen sind, urn mindestens eins hoher ist 
als die Anzahl der Nukleotide, welche nicht komplementar zum 
Zielgen sind. Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung 
einer solchen dsRNA zur Herstellung eines Medikaments zur ge- 
zielten Hemmung der Expression eines vorgegebenen, gegeniiber 
einem Ursprungsgen punktmutierten Zielgens in einer Zelle. 
Ein Nukleotid ist im Sinne dieser Erfindung "komplementar" 
zum Zielgen oder Ursprungsgen, wenn es mit einem ihm darin in 
seiner Sequenzposition entsprechenden Nukleotid eine spezifi- 
sche Watson-Crick-Basenpaarung ausbilden kann. Unter dem 
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"komplementaren Bereich" wird verstanden, dass die darin ent- 
haltenen Nukleotide im Wesentlichen komplementar zum Zielgen 
sind. Das bedeutet, dass nicht alle Nukleotide in dem Bereich 
komplementar zum Zielgen sind. Die Anzahl der Nukleotide, 
welche nicht komplementar zum Zielgen sind, ist im niedrig- 
sten Fall eins. Unter dem Zielgen wird im Allgemeinen der 
DNA-Strang der doppelstrangigen in der Zelle vorhandenen DNA 
verstanden, welcher komplementar zu einem bei der Transkrip- 
tion als Matrize dienenden DNA-Strang einschlie£lich aller 
transkribierten Bereiche ist. Es handelt sich dabei also im 
Allgemeinen urn den Sinn-Strang. Der Strang SI kann somit kom- 
plementar zu einem bei der Expression gebildeten RNA- 
Transkript Oder dessen Prozessierungsprodukt, wie z.B. einer 
mRNA, sein. Es kann z.B. ausreichend sein, wenn der Strang SI 
komplementar zu einem Teil des 3 ' -untranslatierten Bereichs 
der mRNA ist. Bei dem Zielgen kann es sich aber auch urn einen 
Teil eines viralen Genoms handeln. Das virale Genom kann auch 
das Genom eines (+) -Strang-RNA-Virus , insbesondere eines He- 
patitis C-Virus, sein. 

Das Ursprungsgen kann jedes beliebige Gen sein, welches von 
dem zu hemmenden Zielgen nur durch eine oder wenige Punktmu- 
tationen abweicht. Im Allgemeinen handelt es sich dabei urn 
ein Wildtyp-Gen. Eine dsRNA liegt vor, wenn die aus einem 
oder zwei Nukleinsaure-Strangen bestehende Ribonukleinsaure 
eine doppelstrangige Struktur aufweist. Nicht alle Nukleotide 
der dsRNA miissen innerhalb der dsRNA kanonische Watson-Crick- 
Basenpaarung aufweisen. Die maximal mogliche Zahl der Basen- 
paare ist die Zahl der Nukleotide in dem kurzesten in der 
dsRNA enthaltenden Strang. Der zum Zielgen komplementare Be- 
reich kann weniger als 25 aufeinander folgende Nukleotide, 
insbesondere 19 bis 24, bevorzugt 2 0 bis 24, besonders bevor- 
zugt 21 bis 23, insbesondere 22 oder 23, Nukleotide aufwei- 
sen. Der Strang SI kann weniger als 30, vorzugsweise weniger 
als 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, insbesondere 23, 
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Nukleotide aufweisen. Es hat sich gezeigt, dass kurze dsRNAs 
besonders effizient in der Hemmung der Expression eines Ziel- 
gens sind. Diese dsRNAs werden auch als siRNAs (short inter- 
fering RNAs) bezeichnet. 

Bei der gezielten Hemmung wird die Expression des Ursprungs- 
gens weniger inhibiert als diejenige des Zielgens. Im Ideal- 
fall bleibt die Expression des Ursprungsgens weit gehend un- 
beeinflusst. Dazu wird gezielt eine die Expression des Ziel- 
gens nicht optimal hemmende dsRNA verwendet. So kann eine 
dsRNA bereitgestellt werden, welche zum Ursprungsgen so wenig 
komplementar ist, dass dessen Expression weit gehend unbeein- 
flusst bleibt. Nebenwirkungen durch Hemmung des Ursprungsgens 
konnen vermieden oder verringert werden. 

Die Hemmung der Expression durch die dsRNA erfolgt vorzugs- 
weise nach dem Prinzip der RNA-Interf erenz . Das zum Zielgen 
nicht komplementare Nukleotid ist bevorzugt nicht am 3'- oder 
am 5'-Ende des Bereichs gelegen. Idealerweise liegt das nicht 
komplementare Nukleotid im mittleren Teil des Bereichs. Das 
Zielgen kann gegenuber dem Ursprungsgen eine oder zwei Punkt- 
mutationen aufweisen. Dann ist die erf indungsgemafce Verwen- 
dung zur gezielten Hemmung der Expression des Zielgens beson- 
ders geeignet, gezielt nur diese Expression, nicht aber die- 
jenige des Ursprungsgens zu hemmen. 

Bei einer Ausgestaltung der Erfindung ist das Ursprungsgen 
ein Proto-Onkogen und das Zielgen ein davon abgeleitetes On- 
kogen. Ein Onkogen unterscheidet sich haufig von dem ihm ent- 
sprechenden zellularen Proto-Onkogen nur durch eine einzige 
Punktmutation. Die Hemmung der Expression des Onkogens mit 
herkommlicher dsRNA bewirkt daher iiblicherweise auch eine 
Hemmung der Expression des entsprechenden Proto-Onkogens . Das 
ist haufig mit so schwer wiegenden Nebenwirkungen verbunden, 
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dass eine Verwendung herkommlicher dsRNA zur Hemmung des 
Zielgens in einem Organismus kaum moglich ist. 

Die Zelle kann dabei eine Tumor zelle sein. Bei einer Ausge- 
5 staltung der Erfindung ist ein Nukleotid des Bereichs nicht 
komplementar zum Zielgen und zwei Nukleotide des Bereichs 
sind nicht komplementar zum Ur sprungsgen . Bereits ein derart 
geringer Unterschied in der Zahl komplementar er Nukleotide 
kann ausreichen, um die Expression des Zielgens nahezu voll- 
10 standig zu hemmen und die Expression des Ursprungsgens weit- 
gehend unbeeinf lusst zu lassen. 

In einer Ausgestaltung des Verfahrens ist innerhalb der dsRNA 
mindestens ein Basenpaar nicht komplementar, d.h. die Nukleo- 
15 tide des Basenpaars sind nicht spezifisch nach Watson-Crick 
gepaart. Durch die Variation der Zahl der nicht komplementa- 
ren Basenpaare innerhalb der dsRNA kann die Wirksamkeit der 
dsRNA moduliert werden. Eine reduzierte Komplementaritat in- 
nerhalb der dsRNA verringert deren Stabilitat in der Zelle. 

20 

Vorzugsweise weist die dsRNA zumindest an einem Ende der 
dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2 oder 3, Nukleotiden 
gebildeten einzelstrangigen Uberhang auf . Ein Ende ist dabei 
ein Bereich der dsRNA, in welchem ein 5'- und ein 3'- 

25 Strangende vorliegen. Eine nur aus dem Strang SI bestehende 
dsRNA weist demnach eine Schleif enstruktur und nur ein Ende 
auf. Eine aus dem Strang SI und einem Strang S2 gebildete 
dsRNA weist zwei Enden auf. Ein Ende wird dann jeweils von 
einem auf dem Strang SI und einem auf dem Strang S2 liegenden 

30 Strangende gebildet. Einzelstrangige Uberhange verringern die 
Stabilitat der dsRNA in Blut, Serum und Zellen und verstarken 
gleichzeitig die expressionshemmende Wirkung der dsRNA. Be- 
sonders vorteilhaft ist es, wenn die dsRNA den Uberhang aus- 
schlieSlich an einem, insbesondere ihrem das 3 ' -Ende des 

35 Strangs SI aufweisenden, Ende aufweist. Das andere Ende ist 
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dann bei einer zwei Enden aufweisenden dsRNA glatt, d.h. ohne 
tjberhange, ausgebildet. Oberraschenderweise hat es sich ge- 
zeigt, dass zur Verstarkung der express ionshemmenden Wirkung 
der dsRNA ein Uberhang an einem Ende der dsRNA ausreichend 
5 ist, ohne dabei die Stabilit&t in einem solchen MaSe zu er- 
niedrigen wie durch zwei UberMnge . Eine dsRNA mit nur einem 
Uberhang hat sich sowohl in verschiedenen Zellkulturmedien 
als auch in Blut, Serum und Zellen als hinreichend bestandig 
und besonders wirksam erwiesen. Die Hemmung der Expression 
10 ist besonders effektiv, wenn sich der Uberhang am 3 1 -Ende des 
Strangs Si befindet. 

Vorzugsweise weist die dsRNA neben dem Strang SI einen Strang 
S2 auf, d.h. sie ist aus zwei Einzelstrangen gebildet. Beson- 

15 ders wirksam ist die dsRNA, wenn der Strang SI (Antisinn- 
Strang) eine Lange von 23 Nukleotiden, der Strang S2 eine 
Lange von 21 Nukleotiden und das 3 ' -Ende des Strangs SI einen 
aus zwei Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Uberhang 
aufweist. Das am 5 ' -Ende des Strangs SI gelegene Ende der 

20 dsRNA ist dabei glatt ausgebildet. 

Der Strang SI kann zum primaren oder prozessierten RNA- 
Transkript des Zielgens komplementSr sein. Die dsRNA kann in 
einer Zubereitung vorliegen, die zur Inhalation, oralen Auf- 

25 nahme, Infusion und Injektion, insbesondere zur intravendsen/ 
intraperitonealen oder intratumoralen Infusion oder Injekti- 
on, geeignet ist. Die Zubereitung kann dabei, insbesondere 
ausschliefelich, aus einem physiologisch vertraglichen L6- 
sungsmittel, vorzugsweise einer physiologischen Kochsalzlo- 

30 sung oder einem physiologisch vertraglichen Puffer, und der 
dsRNA bestehen. Der physiologisch vertragliche Puffer kann 
eine phosphatgepuf f erte Salzlosung sein. . Es hat sich namlich 
iiberraschenderweise herausgestellt , dass eine lediglich in 
einem solchen Losungsmittel oder einem solchen Puffer geloste 

35 und verabreichte dsRNA von der Zelle aufgenommen wird und die 



WO 03/035869 



PCT/EP02/11969 



7 

Expression des Zielgens hemmt, ohne dass die dsRNA dazu in 
einem besonderen Vehikel verpackt sein muss. 

Vorzugsweise liegt die dsRNA in einer physiologisch vertrag- 
5 lichen Ldsung, insbesondere einem physiologisch vertraglichen 
Puffer oder einer physiologischen Kochsalzldsung, oder von 
einer micellaren Struktur, vorzugsweise einem Liposom, einem 
Virus-Kapsid, einem Kapsoid oder einer polymeren Nano- oder 
Mikrokapsel umschlossen oder an einer polymeren Nano- oder 

10 Mikrokapsel gebunden vor. Der physiologisch vertragliche Puf- 
fer kann eine phosphatgepuf f erte Salzlosung sein. Eine micel- 
lare Struktur, ein Virus-Kapsid, ein Kapsoid oder eine poly- 
mere Nano- oder Mikrokapsel kann die Aufnahme der dsRNA in 
infizierte Zellen erleichtern. Die polymere Nano- oder Mikro- 

15 kapsel besteht aus mindestens einem biologisch abbaubaren Po- 
lymer, z.B. Polybutylcyanoacrylat . Die polymere Nano- oder 
Mikrokapsel kann darin enthaltene oder dairan gebundene dsRNA 
im Korper transportieren und freisetzen. Die dsRNA kann 
oral, mittels Inhalation, Infusion oder Injektion, insbeson- 

20 dere intravenoser, intraperitonealer oder intratumoraler In- 
fusion oder Injektion, verabreicht werden. Vorzugsweise wird 
die dsRNA in einer Dosierung von hochstens 5 mg, insbesondere 
hochstens 2,5 mg, bevorzugt hochstens 200 fxg, besonders be- 
vorzugt hochstens 100 Mg, vorzugsweise hochstens 50 tig, ins- 

25 besondere hochstens 25 /xg, pro kg Korpergewicht und Tag ver- 
wendet. Es hat es sich namlich gezeigt, dass die dsRNA be- 
reits in dieser Dosierung eine ausgezeichnete Ef fektivitat in 
der Hemmung der Expression des vorgegebenen Zielgens auf- 
weist . 

30 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Medikament zur gezielten 
Hemmung der Expression eines vorgegebenen, gegenuber einem 
Ursprungsgen punktmutierten Zielgens in einer Zelle, wobei 
das Medikament eine doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) 
35 enthalt, wobei ein Strang SI der dsRNA einen zum Zielgen kom- 
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plementaren Bereich aufweist, in welchem mindestens ein Nu- 
kleotid nicht komplement&r zum Zielgen ist und die Anzahl der 
Nukleotide, welche nicht komplementar zum Ursprungsgen sind, 
um mindestens eins hoher ist als die Anzahl der Nukleotide, 
welche nicht komplementar zum Zielgen sind. Vorzugsweise 
liegt das Medikament in mindestens einer Verabreichungsein- 
heit vor, welche die dsRNA in einer Menge enthalt, die eine 
Dosierung von hochstens 5 mg, insbesondere hochstens 2,5 mg, 
bevorzugt hochstens 200 fig, besonders bevorzugt hochstens 100 
liq, vorzugsweise hochstens 50 iig, insbesondere hochstens 25 
tig, pro kg Korpergewicht und Tag ermoglicht. Die Verabrei- 
chungseinheit kann fur eine einmalige Verabreichung bzw. Ein- 
nahme pro Tag konzipiert sein. Dann ist die gesamte Tagesdo- 
sis in einer Verabreichungseinheit enthalten. Ist die Verab- 
reichungseinheit fur eine mehrmalige Verabreichung bzw. Ein- 
nahme pro Tag konzipiert, so ist die dsRNA darin in einer 
entsprechend geringeren das Erreichen der Tagesdosis ermogli- 
chenden Menge enthalten. Die Verabreichungseinheit kann auch 
fur eine einzige Verabreichung bzw. Einnahme fur mehrere Tage 
konzipiert sein, z. B. indem die dsRNA uber mehrere Tage 
freigesetzt wird. Die Verabreichungseinheit enthalt dann ein 
entsprechend Mehrf aches der Tagesdosis. 

Erf indungsgemafc ist weiterhin ein Verfahren zur gezielten 
Hemmung der Expression eines vorgegebenen, gegenuber einem 
Ursprungsgen punktmutierten Zielgens in einer Zelle vorgese- 
hen, wobei eine doppelstrangige Ribonukleinsaure ( dsRNA) in 
die Zelle eingefiihrt wird und ein Strang SI der dsRNA einem 
zum Zielgen komplementaren Bereich aufweist, in welchem min- 
destens ein Nukleotid nicht komplementar zum Zielgen ist und 
die Anzahl der Nukleotide, welche nicht komplementar zum Ur- 
sprungsgen sind, um mindestens eins hoher ist als die Anzahl 
der Nukleotide, welche nicht komplementar zum Zielgen sind. 
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Wegen der weiteren vorteilhaf ten Ausgestaltungen des erfin- 
dungsgemafien Medikaments und des erf indungsgemaSen Verfahrens 
wird auf die vorangegangenen Ausfiihrungen verwiesen. 

Die Erfindung wird nachf olgend anhand der Zeichnungen bei- 
spielhaft erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 eine grafische Darstellung der Hexnmung der Expres- 
sion eines HCV-Luzif erase-Fusionsproteins durch 
dsRNAs , welche in unterschiedlichem MaSe komplemen- 
tar zu einer Sequenz eines Zielgens sind und 

Fig. 2 eine grafische Darstellung der Hemmung der Expres- 
sion eines HCV-Luzif erase-Fusionsproteins durch 
dsRNAs, welche in unterschiedlichem Mafie komplemen- 
tar zu einer Sequenz eines Zielgens sind und teil- 
weise aus nicht vollstandig zueinander komplementa- 
ren ENA-Strangen gebildet sind. 

Zu Herstellung eines Reporter systems wurde eine 26 Nukleotide 
lange Sequenz einer als Zielgen dienenden, dem 3 ' -nicht- 
translatierten Bereich einer HCV-RNA entsprechenden cDNA- 
Sequenz mit dem offenen Leserahmen des Luzif erase-Gens aus 
dem Expressionsvektor pGL3 fusioniert. Der Expressionsvektor 
pGL3 stammt von der Firma Promega und ist unter der Gene Ac- 
cession Number U47296 beim National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) , National Library of Medicine, Building 
38A, Bethesda, MD 20894, USA, registriert worden. Als Luzif e- 
rase-Gen sind die Nukleotide 280 bis 1932 verwendet worden. 
Die 26 Nukleotide lange Sequenz ist eine in sehr vielen HCV- 
Genomen und deren Subtypen vorkommende hoch konservierte Se- 
quenz . Bei dem unter der Gene Accession Number D89815 beim 
NCBI registrierten HCV-Genom entsprechen die 26 Nukleotide 
den Nukleotiden 9531 bis 9556. Sie weisen die folgende Se- 
quenz auf : 
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5'-gtcacggct agctgtgaaa ggtccgt-3' (SEQ ID NO: 1). 

Das resultierende Fusions-Gen ist als BamHI/Notl-DNA-Fragment 
in das eukaryotische Express ionsplasmid pcDNA 3.1 (+) von der 
Firma Invitrogen GmbH, Technologiepark Karlsruhe, Emmy- 
Noether Strasse 10, D-76131 Karlsruhe, Katalog Nr. V790-20, 
kloniert worden. Das resultierende Plasmid wird als p8 be- 
zeichnet . 

Als Kontrolle fur die Transf ektionsef f izienz ist das Plasmid 
pCMVfSGal der Firma Clontech, Gene Accession Number U13186, 
NCBI, verwendet worden. Dieses Plasmid kodiert fur das Enzym 
p-Galaktosidase und bewirkt dessen Expression. 

Das das Fusions-Gen enthaltende Plasmid, das zur Kontrolle 
dienende Plasmid und unterschiedliche dsRNAs sind gemeinsam 
durch Transfektion in Zellen der Leberzelllinie HuH-7 
(JCRB0403, Japanese Collection of Research Bioresources 
Cell Bank, National Institute of Health Sciences, Kamiyoga 1- 
18-1, Setagaya-ku, Tokyo 158, Japan) eingefuhrt worden. Die 
durch die dsRNAs herbeigefuhrte Hemmung der Expression des 
Luziferase-Gens ist im Verhaltnis zur Expression des p- 
Galaktosidase-Gens bestimmt worden. 

Die eingesetzten dsRNAs weisen folgende, im Sequenzprotokoll 
mit SEQ ID NO: 2 bis SEQ ID NO:13 bezeichneten Sequenzen auf: 

HCV1+2, deren Strang SI vollstandig komplementar zu der HCV- 
Seguenz in dem fusionierten HCV-Luziferase-Gen ist: 

S2: 5'- ACG GCU AGC UGU GAA AGG UCC GU-3' (SEQ ID N0:2) 
SI: 3 '-AG UGC CGA UCG ACA CUU UCC AGG -5' (SEQ ID NO: 3) 
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HCV3+4, welche weder zu der HCV- noch zu der Luziferase- 
Sequenz in dem fusionierten HCV-Luzif erase-Gen komplementar 
ist und als Negativkontrolle dient: 

S2: 5'- AGA CAG UCG ACU UCA GCC U GG-3' (SEQ ID NO: 12) 
SI: 3'-GG UCU GUC AGC UGA AGU CGG A -5' (SEQ ID NO: 13) 

HCV5+6, deren Strang SI abgesehen von dem durch Fettdruck 
hervorgehobenen Nukleotid komplementar zu der HCV-Sequenz in 
dem fusionierten HCV-Luzif erase-Gen ist: 

S2: 5'- ACG GCU AGC UGU GAA UGG UCC GU-3' (SEQ ID NO: 6) 
SI: 3 '-AG UGC CGA UCG ACA CUU ACC AGG -5' (SEQ ID NO: 7) 

HCV7+8, deren Strang SI abgesehen von den zwei durch Fett-. 
druck hervorgehobenen Nukleotiden komplementar zu der HCV- 
Sequenz in dem fusionierten HCV-Luzif erase-Gen ist: 

S2: 5'- ACG GCA AGC UGU GAA UGG UCC GU-3' (SEQ ID NO: 8) 
SI: 3 '-AG UGC CGU UCG ACA CUU ACC AGG -5' (SEQ ID NO:9) 

Lucl+2, deren Strang SI vollstahdig komplementar zu einer Lu- 
zif erase-Sequenz in dem fusionierten HCV-Luzif erase-Gen ist 
und als Positivkontrolle dient: 

S2: 5'- CGU UAU UUA UCG GAG UUG CAG UU-3' (SEQ ID NO: 10) 
SI: 3'-GC GCA AUA AAU AGC CUC AAC GUC -5' (SEQ ID NO: 11) 

K3s+K3as, welche weder zu der HCV- noch zu einer Luziferase- 
Sequenz in dem fusionierten HCV-Luzif erase-Gen komplementar 
ist und als Negativkontrolle dient: 

S2: 5'- G AUG AGG AUC GUU UCG CAU GA-3 ' (SEQ ID NO: 4) 
SI: 3 '-UCC UAC UCC UAG CAA AGC GUA -5' (SEQ ID NO: 5) 
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HCV5+2, deren Strang SI vollstandig komplementar zu der HCV- 
Sequenz ist und deren Strang S2 abgesehen von dem durch Fett- 
druck hervorgehobenen Nukleotid komplementar zu der HCV- 
Sequenz in dem fusionierten HCV-Luzif erase-Gen ist: 

5 

S2: 5'- ACG GCU AGC UGU GAA UGG UCC GU-3 ' (SEQ ID NO: 6) 
SI: 3' -AG UGC CGA UCG ACA CUU UCC AGG -5' (SEQ ID N0:3) 

HCVl+6, deren Strang S2 vollstandig komplementar zu der HCV- 
10 Sequenz ist und deren Strang SI abgesehen von dem durch Fett- 
druck hervorgehobenen Nukleotid komplementar zu der HCV- 
Sequenz in dem fusionierten HCV-Luzif erase-Gen ist: 

S2: 5'- ACG GCU AGC UGU GAA AGG UCC GU-3' (SEQ ID NO: 2) 
15 SI: 3 '-AG UGC CGA UCG ACA CUU ACC AGG -5' (SEQ ID NO: 7) 

HuH-7-Zellen sind in DMEM mit 10 % FCS kultiviert worden. Zur 
Vorbereitung einer Transfektion wurden 2 x 10E4 Zellen pro 
Vertiefung einer 96-Well-Zellkulturplatte ausgesat. Die Zel- 
20 len sind 24 Stunden nach der Aussaat mittels je 110 Ml Trans- 
f ektionsmedium pro Vertiefung der 9 6-Well-Zellkulturplatte 
transfiziert und in diesem Gesamtvolumen weiter kultiviert 
worden. Jede Transfektion ist dreifach durchgefiihrt worden. 

25 Dazu sind zunachst 3 /xg des Plasmids pCMVfSGal mit 1 fxg des 
Plasmids p8 gemischt worden. Das Transf ektionsmedium enthielt 
je Vertiefung 0,25 vg des Gemischs der Plasmide und 200, 100, 
50, 25, 12,5 oder 0 nmol/1 einer der genannten dsRNAs. 

30 Zur Transfektion wurde "Gene Porter 2" der Firma PEQLAB Bio- 
technologie GmbH, Carl-Thiersch-Str . 2 b, D-91052 Erlangen, 
Katalog Nummer 13-T202007 gemalS Herstellervorschrif t einge- 
setzt . 



WO 03/035869 



PCT/EP02/11969 



13 

Anschliefiend sind die Zellen bei 37°C und 5% CO2 inkubiert 
worden. Einen Tag nach der Transfektion sind pro Vertiefung 
35 Ml frisches Medium zugegeben und die Zellen fur weitere 24 
h inkubiert worden. 

5 

Der Effekt der eingesetzten dsRNAs wurde durch Quantif izie- 
rung der exprimierten S-Galactosidase mittels "Galac to-Star " 
der Firma Tropix, 47 Wiggins Avenue, Bedford, MA 01730, USA 
Katalog-Nummer BM100S, und der Effekt der exprimierten Luzi- 

10 ferase mittels "Luciferase" der Firma Tropix, Katalog-Nummer 
BC100L, durch Chemolumineszenz-Reaktion ermittelt. Dazu wur- 
den Lysate der Zellen gemS.fi den Herstellervorschrif ten her- 
gestellt und davon fur den Nachweis der S-Galactosidase je 2 
\il pro Analyse und fur den Nachweis der Luzif erase je 5 ill 

15 pro Analyse eingesetzt. Die Messung der Chemolumineszenz er- 
folgte in einem Sirius-Luminometer der Firma Berthold Detec- 
tion Systems GmbH, Bleichstrasse 56-68, D-75173 Pforzheim, 
Deutschland. Die relative Aktivitat der Luzif erase als Mafi 
fur die Expression wird ermittelt, indem jeweils der fur Lu- 

20 ziferase ermittelte Wert der Chemolumineszenz durch den fur 
fi-Galactosidase ermittelten Wert dividiert wird. Fur jeweils 
3 so ermittelte Werte wird ein Mittelwert berechnet. Der Mit- 
telwert fur ohne dsRNA transf izierte Zellen wird willkurlich 
als 1,0 definiert. Die anderen Mittelwerte sind dazu ins Ver- 

25 haltnis gesetzt und in den Figuren 1 und 2 grafisch darge- 
stellt . 

Lucl+2 (Positivkontrolle) fiihrte zur starksten Hemmung der 
Luzif eraseaktivi tat (Fig. 1 und 2) . In Gegenwart von HCV1+2, 

30 welches vollstandig komplement&r zur Zielsequenz fur das Re- 
porterplasmid war, ist ebenfalls eine deutliche Reduktion der 
Luzif eraseaktivi tat erkennbar (Fig. 1 und 2) . Mit abnehmender 
Konzentration von HCV1+2 stieg die Luzif eraseaktivi tat an. 
Das in einem Nukleotid nicht zur Zielsequenz komplementare 

35 Oligonukleotid HCV5+6 ist ahnlich effizient in der Luzifera- 
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sehemmung wie HCVl+2, insbesondere bei niedrigen Konzentra- 
tionen (Fig. 1) . Fur die Spezifitat dieser dsENA bedeutet 
das, dass es nicht ausreicht, werm die dsRNA zum Zielgen kom- 
plementar, aber zum Ursprungsgen mit einem Nukleotid nicht 
komplementar ist, um die Expression des Zielgens spezifisch 
gegenuber der Expression des Ursprungsgens zu hemmen. 

HCV7+8 heitimt die Expression der Luz if erase sowohl bei hohen 
als auch bei niedrigen Konzentrationen nur im Mafie der Nega- 
tivkontrollen HCV3+4 und K3S+K3AS (Fig. 1 und 2) . Die geringe 
Hernmung der Luzif eraseaktivitat ist als unspezif ischer Effekt 
zu erachten. Fur die Spezifitat dieser dsRNA bedeutet das, 
dass es ausreicht, wenn die dsRNA zu dem Zielgen komplementar 
oder nur mit einem Nukleotid nicht komplementar, aber zum Ur- 
sprungsgen in zwei Nukleotiden nicht komplementar ist, um die 
Expression des Zielgens spezifisch gegenuber der Expression 
des Ursprungsgens zu hemmen. 

In HCV5+2 ist ein Nukleotid im Sinn-Strang S2 nicht komple- 
mentar zum Ant is inn- Strang SI, wobei der Antisinn-Strang SI 
vollstandig komplementar zum Zielgen ist. Diese dsRNA ist so 
effizient wie LUC1+2 und HCVl+2 (Fig. 1+2). Das ist iiberra- 
schend, da eine um ein Basenpaar reduzierte Komplementaritat 
innerhalb der dsRNA eine geringere Stabilitat der dsRNA in 
der Zelle und deshalb eine geringere Effizienz erwarten lieS. 

In HCV6+1 ist eirl Nukleotid im Antisinn-Strang SI nicht kom- 
plementar zum Sinn-Strang S2, wobei der Antisinn-Strang SI 
auch mit einem Nukleotid nicht komplementar zum Zielgen ist. 
HCV6+1 hemmt die Expression weniger effizient als HCV5+6, 
aber effizienter als HCV7+8 (Fig. 2) . Fur die Spezifitat und 
Effizienz der expressionshemmenden Wirkung der dsRNA kommt es 
somit mehr auf die Sequenz des Antisinn-Strangs SI als dieje- 
nige des Sinn-Strangs S2 an. 
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Die als Negativkontrolle dienenden HCV3+4 (Fig. 1) und 
K3S+K3AS (Fig. 2) fuhrten zu keiner bzw. einer geringen Hem- 
mung der Luzif erase-Aktivitat . Die geringe Hemmung ist unspe- 
zifisch, da sie nicht von der eingesetzten Konzentration der 
5 dsRNAs abhangt. 

Die Daten zeigen, dass mindestens zwei nicht zu einem Ur- 
sprungsgen komplementare Nukleotide im Antisinn-Strang einer 
dsRNA notwendig sind, urn eine Inhibition der Expression des 
10 Ursprungsgens zu verhindern. Weiterhin zeigen die Daten, dass 
eine Modulation der Wirksamkeit der Hemmung der Expression 
durch eine dsRNA moglich ist, indem das Mafi der Komplementa- 
ritat der die dsRNA bildenden Einzelstrange verringert wird. 
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Patentanspriiche 

1. Verwendung einer doppelstrangigen Ribonukleinsaure 

(dsRNA) zur gezielten Hemmung der Expression eines vorge- 
gebenen, gegeniiber einem Ursprungsgen punktmu tier ten 
Zielgens in einer Zelle, wobei ein Strang SI der dsRNA 
einen zum Zielgen komplementaren Bereich aufweist, in 
welchem mindestens ein Nukleotid nicht komplementar zum 
Zielgen ist und die Anzahl der Nukleotide, welche nicht 
komplementar zum Ursprungsgen sind, urn mindestens eins 
hdher ist als die Anzahl der Nukleotide, welche nicht 
komplementar zum Zielgen sind. 

2 . Verwendung einer doppelstrangigen Ribonukleinsaure 

(dsRNA) zur Herstellung eines Medikaments zur gezielten 
Hemmung der Expression eines vorgegebenen, gegeniiber ei- 
nem Ursprungsgen punktmutierten Zielgens in einer Zelle, 
wobei ein Strang SI der dsRNA einen zum Zielgen komple- 
mentaren Bereich aufweist, in welchem mindestens ein Nu- 
kleotid nicht komplementar zum Zielgen ist und die Anzahl 
der Nukleotide, welche nicht komplementar zum Ursprungs- 
gen sind, urn mindestens eins hoher ist als die Anzahl der 
Nukleotide, welche nicht komplementar zum Zielgen sind. 

3 . Verwendung nach Anspruch 1 oder 2 , wobei das zum Zielgen 

nicht komplementare Nukleotid nicht am 3 ' - oder am 5 ' - 
Ende des Bereichs gelegen ist. 

4. Verwendung nach einem der vorhergehenden Ansprliche, wobei 
das Zielgen gegeniiber dem Ursprungsgen eine oder zwei 
Punktmutationen aufweist. 

5. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
das Ursprungsgen ein Proto-Onkogen und das Zielgen ein 
davon abgeleitetes Onkogen ist. 
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6. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Zelle eine Tuiuorzelle ist. 

7. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
ein Nukleotid des Bereichs nicht komplementar zum Zielgen 

5 ist und zwei Nukleotide des Bereichs nicht komplementar 

zum Ursprungsgen sind. 

8. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
innerhalb der dsRNA mindestens ein Basenpaar nicht kom- 
plementar ist. 

10 9. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA zumindest an einem Ende der dsRNA einen aus 1 
bis 4, insbesondere 2 oder 3, Nukleotiden gebildeten ein- 
zelstrangigen Uberhang aufweist. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, wobei die dsRNA den Uberhang 
15 ausschlieSlich an einem, insbesondere ihrem das 3 ' -Ende 

des Strangs SI aufweisenden, Ende aufweist. 

11. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA neben dem Strang SI einen Strang S2 aufweist 
und der Strang SI eine Lange von 23 Nukleotiden, der 

20 Strang S2 eine Lange von 21 Nukleotiden und das 3 ' -Ende 

des Strangs SI einen aus zwei Nukleotiden gebildeten ein- 
zelstrangigen Uberhang aufweist, wahrend das am 5 ' -Ende 
des Strangs SI gelegene Ende der dsRNA glatt ausgebildet 
ist. 

25 12. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der Strang SI zum primaren oder prozessierten RNA- 
Transkript des Zielgens komplementar ist. 

13. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA in einer Zubereitung vorliegt, die zur Inhala- 
30 tion, oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbeson- 
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dere zur intravenosen, intraperitonealen oder intra tumo- 
ralen Infusion oder Injektion, geeignet ist. 

Verwendung nach Anspruch 13, wobei die Zubereitung, ins- 
besondere ausschlieSlich, aus einem physiologisch ver- 
traglichen Losungsmittel , vorzugsweise einer physiologi- 
schen Kochsalzlosung oder einem physiologisch vertragli- 
chen Puffer, insbesondere einer phosphatgepuf f erten Salz- 
losung, , und der dsRNA besteht. 

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA in einer physiologisch vertraglichen Losung, 
insbesondere einem physiologisch vertraglichen Puffer 
oder einer physiologischen Kochsalzlosung, oder von einer 
micellaren Struktur, vorzugsweise einem Liposom, einem 
Virus-Kapsid, einem Kapsoid oder einer polymeren Nano- 
oder Mikrokapsel umschlossen oder an einer polymeren 
Nano- oder Mikrokapsel gebunden vorliegt. 

16. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA oral, mittels Inhalation, Infusion oder Injek- 
tion, insbesondere intravenoser , intraperitonealer oder 
intra tumoraler Infusion oder Injektion, verabreicht wird. 

17. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA in einer Dosierung von hochstens 5 mg, insbe- 
sondere hochstens 2,5 mg, bevorzugt hochstens 200 iiq, be- 
sonders bevorzugt hochstens 100 fxg, vorzugsweise hoch- 
stens 50 /zg, insbesondere hochstens 25 tig, pro kg Korper- 
gewicht und Tag verwendet wird. 

18. Medikament zur gezielten Hemmung der Expression eines 
vorgegebenen, gegemiber einem Ursprungsgen punktmutierten 
Zielgens in einer Zelle, wobei das Medikament eine dop- 
pelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) enthalt, deren ei- 
ner Strang SI einen zum Zielgen komplementaren Bereich 
aufweist, in welchem mindestens ein Nukleotid nicht kom- 
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plementar zum Zielgen ist und die Anzahl der Nukleotide, 
welche nicht komplementar zum Ursprungsgen sind, um min- 
destens eins hoher ist als die Anzahl der Nukleotide, 
welche nicht komplementar zum Zielgen sind. 

19. Medikament nach Anspruch 18, wobei das zum Zielgen nicht 
komplementare Nukleotid nicht am 3 ' - oder am 5 ' -Ende des 
Bereichs gelegen ist. 

20. Medikament nach Anspruch 18 oder 19, wobei das Zielgen 
gegeniiber dem Ursprungsgen eine oder zwei Punktmutationen 
aufweist . 

21. Medikament nach einem der Anspruche 18 bis 20, wobei das 
Ursprungsgen ein Proto-Onkogen und das Zielgen ein davon 
abgeleitetes Onkogen ist. 

22. Medikament nach einem der Anspruche 18 bis 21, wobei die 
Zelle eine Tumorzelle ist. 

23. Medikament nach einem der Anspruche 18 bis 22, wobei ein 
Nukleotid des Bereichs nicht komplementar zum Zielgen ist' 
und zwei Nukleotide des Bereichs nicht komplementar zum 
Ursprungsgen sind. 

24. Medikament nach einem der Anspruche 18 bis 23, wobei in- 
nerhalb der dsRNA mindestens ein Basenpaar nicht komple- 
mentar ist 

25. Medikament nach einem der Anspruche 18 bis 24, wobei die 
dsRNA zumindest an einem Ende der dsRNA einen aus 1 bis 
4, insbesondere 2 oder 3, Nukleotiden gebildeten einzel- 
strangigen Uberhang aufweist. 

26. Medikament nach Anspruch 25, wobei die dsRNA den Uberhang 
ausschlieSlich an einem, insbesondere ihrem das 3 ' -Ende 
des Strangs SI aufweisenden, Ende aufweist. 
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27. Medikament nach Anspruch 26, wobei die dsRNA neben dem 
Strang SI einen Strang S2 aufweist und der Strang SI eine 
Lange von 23 Nukleotiden, der Strang S2 eine Lange von 21 
Nukleotiden und das 3 * -Ende des Strangs SI einen aus zwei 

5 Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Uberhang auf- 

weist, wahrend das am 5' -Ende des Strangs SI gelegene En- 
de der dsRNA glatt ausgebildet ist. 

28. Medikament nach einem der Anspruche 18 bis 27, wobei der 
Strang SI zum primaren oder prozessierten RNA-Transkript 

10 des Zielgens komplementar ist. 

29. Medikament nach einem der Anspruche 18 bis 28, wobei das 
Medikament eine Zubereitung aufweist, die zur Inhalation, 
oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbesondere 
zur intravenosen, intraperitonealen oder intratumoralen 

15 Infusion oder Injektion, geeignet ist. 

30. Medikament nach Anspruch 29, wobei die Zubereitung, ins- 
besondere ausschliefilich, aus einem physiologisch ver- 
traglichen Losungsmittel, vorzugsweise einer physiologi- 
schen Kochsalzlosung oder einem physiologisch vertragli- 

20 chen Puffer, insbesondere einer phosphatgepuf f erten Salz- 

losung, , und der dsRNA besteht. 

31. Medikament nach einem der Anspruche 18 bis 30, wobei die 
dsRNA in dem Medikament in einer Losung, insbesondere ei- 
nem physiologisch vertraglichen Puffer oder einer physio- 

25 logischen Kochsalzlosung, oder von einer micellaren 

Struktur, vorzugsweise einem Liposom, einem Virus-Kapsid, 
einem Kapsoid oder einer polymeren Nano- oder Mikrokapsel 
umschlossen oder an einer polymeren Nano- oder Mikrokap- 
sel gebunden vorliegt. 

30 32. Medikament nach einem der Anspruche 18 bis 31, wobei das 
Medikament in mindestens einer Verabreichungseinheit vor- 
liegt, welche die dsRNA in einer Menge enthalt, die eine 
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Dosierung von hochstens 5 mg, insbesondere hochstens 2,5 
mg, bevorzugt hochstens 200 fig, besonders bevorzugt hoch- 
stens 100 tig, vorzugsweise hochstens 50 iig, insbesondere 
hochstens 25 ixg, pro kg Korpergewicht und Tag ermoglicht. 

33. Verfahren zur gezielten Hemmung der Expression eines vor- 
gegebenen, gegeniiber einem Ursprungsgen punktmutierten 
Zielgens in einer Zelle, wobei eine doppelstrangige Ribo- 
nukleinsaure(dsRNA) in die Zelle eingefuhrt wird und ein 
Strang SI der dsRNA einen zum Zielgen komplementar en Be- 
reich aufweist, in welchem mindestens ein Nukleotid nicht 
komplementar zum Zielgen ist und die Anzahl der Nukleoti- 
de, welche nicht komplementar zum Ursprungsgen sind, urn 
mindestens eins hoher ist als die Anzahl der Nukleotide, 
welche nicht komplementar zum Zielgen sind. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, wobei das zum Zielgen nicht 
komplementare Nukleotid nicht am 3 ' - oder am 5 » -Ende des 
Bereichs gelegen ist. 

35. Verfahren nach Anspruch 33 oder 34, wobei das Zielgen ge- 
geniiber dem Ursprungsgen eine oder zwei Punktmutationen 
aufweist . 

36. Verfahren nach einem der Anspriiche 33 bis 35, wobei das 
Ursprungsgen ein Proto-Onkogen und das Zielgen ein davon 
abgeleitetes Onkogen ist. 

37. Verfahren nach einem der Anspruche 33 bis 36, wobei die 
Zelle eine Tumorzelle ist. 

38. Verfahren nach einem der Anspruche 33 bis 37, wobei ein 
Nukleotid des Bereichs nicht komplementar zum Zielgen ist 
und zwei Nukleotide des Bereichs nicht komplementar zum 
Ursprungsgen sind. 
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39. Verfahren nach einem der Anspruche 33 bis 38, wobei in- 
nerhalb der dsRNA mindestens ein Basenpaar nicht komple- 
mentar ist. 

40. Verfahren nach einem der Anspruche 33 bis 39, wobei die 
dsRNA zumindest an einem Ende der dsRNA einen aus 1 bis 
4, insbesondere 2 oder 3, Nukleotiden gebildeten einzel- 
strangigen Uberhang aufweist. 

41. Verfahren nach Anspruch 40, wobei die dsRNA den Uberhang 
ausschlieSlich an einem, insbesondere ihrem das 3 ' -Ende 
des Strangs SI aufweisenden, Ende aufweist. 

42. Verfahren nach Anspruch 41, wobei die dsRNA neben dem 
Strang SI einen Strang S2 aufweist und der Strang SI eine 
Lange von 23 Nukleotiden, der Strang S2 eine Lange von 21 
Nukleotiden und das 3 1 -Ende des Strangs SI einen aus zwei 
Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Uberhang auf- 
weist, wahrend das am 5 ' -Ende des Strangs Si gelegene En- 
de der dsRNA glatt ausgebildet ist. 

43. Verfahren nach einem der Anspruche 33 bis 42, wobei der 
Strang SI zum primaren oder prozessierten KNA-Transkript 
des Zielgens komplementar ist. 

44. Verfahren nach einem der Anspruche 33 bis 43, wobei die 
dsRNA in einer Ldsung, insbesondere einem physiologisch 
vertraglichen Puffer oder einer physiologischen Kochsalz- 
losung, oder von einer micellaren Struktur, vorzugsweise 
einem Liposom, einem Virus-Kapsid, einem Kapsoid oder ei- 
ner polymeren Nano- oder Mikrokapsel umschlossen oder an 
einer polymeren Nano- oder Mikrokapsel gebunden vorliegt. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Ribopharma AG 

5 <120> Verwendung einer doppelstrangigen Ribonukleinsaure zur 
gezielten Hemmung der Expression eines vorgegebenen 
Zielgens 

<130> 422290EH 

10 

<140> 
<141> 

<160> 13 

15 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 26 

20 <212> DNA 

<213> Hepatitis C virus 

<400> 1 

gtcacggcta gctgtgaaag gtccgt 

25 

<210> 2 
<211> 23 
<212> RNA 
30 <213> Hepatitis C virus 

<400> 2 

acggcuagcu gugaaagguc cgu 

35 

<210> 3 
<211> 23 
<212> RNA 

<213> Hepatitis C virus 

40 

<400> 3 

ggaccuuuca cagcuagccg uga 



45 <210> 4 
<211> 21 
<212> RNA 

<213> Kanstliche Seguenz 
50 <220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz : Sinn-Strang 
einer zu einer Sequenz des Neoraycin-Resistenzgens 
komplementaren dsRKA 
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